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重组人类抗砷相关基因在大肠埃希菌的表达 3
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　　摘 　要 : 目的 　构建含重组人类抗砷相关基因 (human arsenic resistence related gene ,hARRG)的表达载体 ,诱导其
在转化菌表达 ,分离纯化表达蛋白 ,研究该蛋白质的理化性质、抗砷功能和免疫活性 ,深入研究人类对砷化物的抵抗作
用。方法 　将 hARRG cDNA 开放阅读框亚克隆到原核表达载体 Pet11C 中 ,用异丙基 -β- D - 硫代半乳糖苷 ( IPTG)
诱导表达蛋白质 ,利用阴离子交换柱 Sepharose 纯化蛋白质 ,SDS - PA GE 胶电泳观察结果。结果 　将 hARRG cDNA
成功亚克隆到原核表达载体 Pet11C 中 ,并成功在大肠杆菌中表达 ,表达的 hARRG蛋白占菌体蛋白的 5 %左右 ,该蛋
白质被分离纯化。结论 　原核表达载体 Pet11C 可以在大肠杆菌中表达 hARRG cDNA ,可用阴离子交换柱 Sepharose
纯化抗砷相关蛋白质。
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Abstract : Objective 　To construct expression vector of the recombinant human arsenic resistance related gene ( hAR2
RG) ,induce its expression in DE3 and isolate and purify expression product ,for studying the physiochemistry characteristic ,
function and immune activity of the protein ,and further researching the arsenic resistant effects of human. Methods 　hARRG
cDNA was subcloned into prokaryotic expression vector Pet11C. The recombinant protein expression was induced by IPTG ,
then ,the protein was purified by anions Ion - exchange column Sepharose and examined by SDS - PA GE gel. Results 　hAR2
RG cDNA was successfully subcloned into prokaryotic expression vector Pet11C and expressed in E. coli and the protein was
purified by anions Ion - exchange column successfully. Conclusion 　Pet11C excpression vector containing hARRG cDNA
wassuccessfully constructed ,the cell DE3 transformed with expression vector capable of expression the gene and a hARRG
protein could be purified by anions Ion - exchange column Sepharose.





隆了人类抗砷相关基因 (human arsenic resistance related gene ,
hARRG)的全长 cDNA ,并在大肠埃希菌中表达〔3〕的基础上 ,




111 　材料 　限制性内切酶 Nde I 和 BamH I (Boehring
Mannheim 公司产品) ;原核表达载体 : Pet11C (Biolab 公司产
品) ;菌株 E1coli DE3 (由复旦大学生命科学院提供) ;异丙基
-β- D - 硫代半乳糖昔 ( IPTG) ,Sepharose 阴离子交换柱 (法
玛西亚公司产品) 。
112 　方法
11211 　克隆与诱导表达 　将 hARRG cDNA 阅读框亚克隆于
原核表达载体 Pet11C ,诱导表达蛋白质 : (1) 以克隆载体为模
板 ,PCR 扩增 hARRG ,cDNA 的 ORF 目的片段 (正向引物
NF2 :5’- cgcgcatatgagcacagctctgacc - 3’含 NdeI 酶切位点 ,反
向引物 BF2 : 5’- cgcgtatcccggctcaaaagaaatacaacatc - 3’含
BamHI酶切位点 ) 。将目的片段和表达载体用 NdeI 和
BamHI 双酶切 ,16 ℃连接过夜 16 h ,转化到大肠埃希菌 Dh5α
中。(2)筛选重组子 ,提取质粒 , NdeI 和 BamHI 双酶切 ,按
Big - Dye Primer 和 Big - Dye Terminator 测序试剂盒说明书 ,
使用 PE ABI 377 测序仪由联合基因有限公司进行 DNA 序列
测定。(3) 将测序正确的重组质粒转化到表达宿主菌 DE3
中。用 IPTG诱导表达 ,观察蛋白质表达。
11212 　大量诱导表达目的蛋白 　将表达菌接种于 3 个 3 ml
的 LB 液体培养基中 ,37 ℃摇菌过夜 ,次日早晨将 8 ml 的菌液
转接到 800 ml 的 LB 液体培养基中 ,摇菌 3 h ,加 1 mol/ L
IPTG 800μl 诱导表达 3 h ,将菌液冰浴 20 min ,
11213 　破菌收集蛋白 　6 000 r/ min ,4 ℃离心 5 min ,收集沉
淀菌 ,加 15 ml 的 50 mmol/ L Tris - HCl 和 5 mmol/ L EDTA 破
菌液 (p H718) ,室温 30 min ,超声破菌 ,12 000 r/ min ,4 ℃离心
10 min ,收集上清液。
11214 　纯化蛋白质 　离子交换层析 Sepharose 阴离子交换柱
用 25 mmol/ L Tris - HCl 和 1 mmol/ L EDTA (p H715) 进样 ,5
mmol/ L Tris - HCl 和 1 mmol/ L EDTA 及 1 mol/ L NaCl
(p H715)洗脱。
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11215 　观察结果 　用 8 %十二烷基硫酸钠 - 聚丙酰胺凝胶
电泳 (SDS - PA GE)观察结果。
2 　结果
211 　PCR 扩增目的片段 　PCR 扩增 hARRG cDNA 目的基
因 ,产物进行琼脂糖凝胶电泳 ,可见 1 条 2 366 bp 的特异扩增
带 ,片段大小与理论预期一致 (图 1) 。
1、2 :hARRG cDNA ORF PCR 扩增产物
图 1 　hARRG cDNA ORF目的片段 PCR扩增产物琼脂糖电泳分析
212 　重组质粒的构建及鉴定 　将目的基因 PCR 扩增带和表
达载体 Pet11C 用 Nde I 和 BamH I 双酶切。T4 连接酶连接
目的片段和原核表达载体 ,转化后 ,提取重组质粒 ,并将其用
Nde I 和 BamH I 双酶切 ,1 %琼脂糖凝胶电泳。结果显示 ,重
组质粒由 Pet11C 质粒 (5675 bp) 和 hARRG 目的片段 (2 366
bp)组成 (图 2) 。
MARK:Lambda DNA - Bst E Ⅱ;1 :重组质粒双酶切 ;2 : Pet11C 质粒
图 2 　重组质粒双酶切 1 %琼脂糖电泳分析
213 　诱导表达目的蛋白 　重组表达载体转化入大肠埃希菌
DE3 中 ,经 1 mol/ L IPTG诱导表达得到可溶性表达 hARRG
蛋白 ,纯化蛋白质经 Sepharose 阴离子交换校层析 ,得到初步







1 为 IPTG诱导表达蛋白质 ,2 为未用 IPTG诱导表达蛋白质 ,
箭头所指为 hARRG cDNA 基因 ORF 表达蛋白 ,
3、4、5、6、7、8 为纯化蛋白的的电泳图
图 3 　蛋白纯化后 8 %SDS - PAGE胶电泳结果
本研究将 hARRG cDNA 的 ORF PCR 扩增 ,并用 Nde I
和 BamH I 双酶切目的片段和表达载体 Pet11C。将目的片段
和表达载体连接 ,经转化、筛选后 ,成功的将 hARRG cDNA
ORF 亚克隆到原核表达载体。将重组表达质粒转化入大肠
埃希菌 DE3 中 ,用 IPTG诱导表达出 hARRG抗砷相关蛋白
质 ,hARRG蛋白占菌体蛋白的 5 %左右。说明可用亚克隆法
构建含 hARRG cDNA 的原核表达载体 Pet11C ,使其在大肠
埃希菌 DE3 中表达。虽然是可溶性表达 ,但由于表达载体
Pet11C是非融合表达载体 ,目的蛋白纯化较困难。对 hAR2
RG蛋白进行生物信息学分析 ,发现该蛋白质等电点为 5161 ,
分子量是 8912 kD ,据此 ,本研究选择 Sepharose 阴离子交换柱
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